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摘 要 
氨被氧化为亚硝酸根、硝酸根，再由硝酸根、亚硝酸根还原为氮气，完成了
氨的脱氮过程。其中，氨氧化是整个脱氮过程的第一步，也是限速步骤。氨氧化
主要是由三类微生物完成的，包括氨氧化细菌、氨氧化古菌和厌氧氨氧化菌，分
别被称为AOB、AOA和Anammox。其中，AOB一百多年以前被发现，Anammox、
AOA分别于 1997年和 2005年被发现。现有研究表明，AOB、Anammox通常在
高氨氮条件下，启动氧化氨作用，而 AOA在很低氨浓度下（纳摩尔浓度：相当
于一汤匙的氨放入一个大游泳池的浓度），将氨氧化为亚硝酸根。因此，在海洋
等自然环境中，AOA 被认为贫营养环境下氨代谢的主要贡献者。但分子生物学
的研究表明，AOA 分布非常广泛，不仅在地球生态系统的氮循环，而且在废水
深度处理、微污染水源净化等领域，有着潜在应用。 
由于 AOA的筛选和分离很困难，到目前为止，人类只获得 2株 AOA纯培
养物。Nitrosopumilus maritimus SCM1是唯一一株来自海洋的 AOA。该菌单个细
胞非常小，常规条件下培养 15天，培养溶液几乎与自来水一样清澈，生理生化
性质特异，研究难度较大。国外只有美国的华盛顿大学开展了较多研究，而目前
国内还未见该菌株的生理生化研究报道。4 年前，本实验室获得了该模式菌株，
主要研究该菌株的高密度培养及其在环境治理中的应用，本论文是这项研究的重
要组成部分，主要探讨了以下三个方面内容： 
（1）CO2+有机物为碳源条件（混合营养）下的SCM1氨氧化特点，通过与
CO2为唯一碳源（严格自养）比较，探讨有机物对氨氧化的影响。 
（2）研究了只有有机物为碳源条件下的氨代谢和细胞增殖，探讨 SCM1是
否能严格异养生长和氨代谢。  
（3）研究了 SCM1 与 AOB 模式种，在不同有机物浓度、氨氮浓度下，混
合培养的可能性。 
结果表明，SCM1经过 4年多在本实验室的培养，生理生化特性与文献报道
有了明显的差异，为此将本实验室的 Nitrosopumilus maritimus标记为
Nitrosopumilus maritimus XMU1。选择了酵母膏、蛋白胨、丙酮酸以及TCA循环
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中的主要有机物作为碳源，完成一系列CO2+有机物的氨氧化实验。结果表明，
与SCM1原培养基（只有CO2作为碳源）相比，部分碳源（丙酮酸、柠檬酸、延
胡索酸），在低浓度下基本不抑制，但在高浓度抑制XMU1 氨氧化；乙酸、α-
酮戊二酸对氨氧化无抑制或促进作用；酵母膏和蛋白胨对XMU1 氨氧化有促进
作用。这些结果，与现有文献上报道的有机物对SCM1氨氧化有些结果有明显不
同。 
只有有机物作为碳源的条件下，发现丙酮酸、α-酮戊二酸能显著促进氨氧化，
而乙酸则有抑制作用，柠檬酸、延胡索酸、琥珀酸在低浓度下没有或者有促进作
用，但是在高浓度下有抑制作用。以丙酮酸、α-酮戊二酸等为唯一碳源的实验表
明，XMU1 能异养氨代谢和生长。这些结果说明 XMU1 有可能在富含有机物的
环境生长并参与氨代谢。因此，选择了 Pseudomonas 和 Paracoccus 两株典型的
AOB细菌，在含有 10 mM乙酸钠、5mM氯化铵培养基中（高有机物、高氨氮
混合营养条件），测量了 XMU1、AOB 的初始细胞数和最终细胞数，以及铵根
和亚硝酸根。结果表明 XMU1 能在高有机物、高氨氮下繁殖，但繁殖速度低于
AOB，因此长期培养，AOA有可能被 AOB演替掉。在 XMU1+Paracoccus混合
培养条件下，氨氮氧化最快，而且没有亚硝酸根累积，铵根已经被彻底氧化成为
氮气。因此，推测 AOA 与 AOB 存在氨代谢的协同关系，但具体机制需要后续
进一步研究。 
这些研究结果有助于丰富人们深入理解 AOA氨氧化过程，也为后续氨氧化
古菌新种的筛选、XMU1在低污染水源处理、城市污水提标等方面的应用研究，
提供了宝贵的研究基础。 
关 键 词： 氨氧化古菌； 氨代谢； 碳代谢； 脱氮； Nitrosopumilus maritimus 
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Abstract 
The whole denitrification process includes ammonia oxidation from ammonia to 
nitrite and/or nitrate, and the reduction from nitrite and/or nitrate to nitrogen gas.  
Ammonia oxidation, i.e. Ammoxidation, is the first and the limiting step in the whole 
process. Ammoxidation is mainly carried out by three categories of microbes, 
including ammonia oxidizing bacteria, ammonia oxidizing archaea and anaerobic 
ammonia oxidizing bacteria, called AOB, AOA and Anammox respectively. AOB 
was found more than one hundred years ago, while the first Anammox and first AOA 
was found in 1997 and 2005 respectively. Existing research shows that under the 
condition of high ammonia nitrogen, ammonia oxidation was usually controlld by 
AOB and Anammox . On the contrary, AOA prefers to oxidize ammonia to nitrite 
under low ammonia concentration (in nanomole concentration, like the equivalent of 
a tablespoon of ammonia in a large swimming pool). Therefore, in the natural 
environment, such as oceans, AOA is considered the main contributor to 
ammoxidation in oligotrophic environments. However, molecular biology studies 
have indicated that the distribution of AOA is very wide. It is believed that AOA has 
many applications not only in the earth's ecosystem nitrogen cycle but also in 
advanced wastewater treatment and slightly polluted waters, etc. 
Until to present, there are only two pure AOA strains isolated due to the 
difficulty of screening and separation. Nitrosopumilus maritimus SCM1 is the only 
one AOA from marine. The cell of SCM1 is very small and culture solution of SCM1 
looks like almost as clear as water after 15-days’s culture. Cosequently, study on its 
physiological and biochemical characteristics is rather hard job. There seems no 
studies on SCM1 in China about its physiological and biochemical characteristics. 
Four years ago, our laboratory obtained SCM1 as a gift from University of 
Washington, focusing on exploration in advanced denitrification through high density 
cultivation. This paper is an important step for such a endeavor. And the following 
topics were carried out: 
First, a combination of CO2 and organic compounds were useds as carbon 
sources (i.e., mixotrophy) to study the characteristics of ammonia oxidation by SCM1. 
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The results were compared with that of CO2 as the sole carbon source (strictly 
autotrophy) to explore the effects of organic matter on ammonia oxidation. 
Second, under the condition of only organic compounds as carbon source, we 
studied the ammonia metabolism and cell proliferation of SCM1 to explore whether 
SCM1 can strictly heterotrophic growth and its ammonia metabolism. 
Third, under the different concentration of organic matter and ammonia nitrogen, 
the possibility of a mixed culture of SCM1 and AOB. 
After more than four years’ cultivation of SCM1 in our laboratory ,the results 
showed that the physiological and biochemical characteristics of SCM1 have obvious 
differences with previous literature reports. So we marked SCM1 in our laboratory as 
Nitrosopumilus maritimus XMU1. We have chosen the yeast extract, peptone, pyruvic 
acid and the main organic matters in the TCA cycle as carbon sources, carried out a 
series of ammonia oxidation experiments. Compared with the original culture medium 
(only CO2 as a carbon source), some carbon sources (pyruvate, citrate, fumarate) 
don't suppress XMU1 in low concentrations, but high concentration can inhibit 
ammonia oxidation of XMU1; Acetate and α-ketoglutarate have no inhibition or 
promotion of its ammonia oxidation; Yeast extract and peptone can promote ammonia 
oxidation of XMU1.These results are different from some results reported in the 
literatures. 
Under organic compounds as sole carbon source conditions, pyruvate, 
α-ketoglutarate could significantly promote the ammoxidation, whereas acetate have 
inhibition, citrate, fumarate, succinate at low concentrations play a role in promoting 
or not, but have inhibitory effect at high concentrations.The experimental results of  
pyruvate, α-ketoglutarate etc, as the sole carbon source show that XMU1 has 
heterotrophic growth metabolism. These results suggest XMU1 could grow in the 
environment that having rich organic matters and participate in ammonia oxidation. 
Therefore, we choose two typical AOB strains , Pseudomonas and Paracoccus, under 
high organic matter and ammonia nitrogen condition(10 mM acetate, 5 mM 
ammonium chloride), measured  initial cell number and the final cell numbers of 
XMU1 and AOB, and ammonium and nitrite. Results show that XMU1 can reproduce 
under high organic matter and ammonia nitrogen, but its growth rate is lower than 
AOB, so AOB could take a succession of AOA during the long-term cultivation. 
Under XMU1 + Paracoccus mixed culture condition, the fastest ammonia oxidation, 
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and there is no nitrite accumulation, ammonium root thoroughly become nitrogen 
oxide.So we think there is collaborative relationship between AOA and AOB 
ammonia metabolism, but the specific mechanism needs further research. 
These results can help people to understand ammonia oxidation process of AOA, 
and also provide valuable research foundation for the subsequent ammonia oxidizing 
archaea species isolation, applications in advanced pollution water treatment and 
urban sewage treatment. 
Key Words: Ammonia oxidizing archaea; Ammonium metabolism; Carbon 
metabolism;  Denitrification;  Nitrosopumilus maritimus XMU1 
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1 绪论  
1.1  氮循环和氨氧化过程 
氮作为生命的基本元素之一，是构成氨基酸、蛋白质和核酸等重要生命物质
的基本元素，参与了很多生物化学过程。在自然界中，氮循环的示意图如图 1-1
所示，主要包括固氮、硝化、反硝化、厌氧氨氧化、氨化和氨同化等过程[1]。 
 
图 1-1  自然界氮循环[1] 
Fig. 1-1  Nitrogen cycle in nature[1] 
大气中的氮气（N2）通过固氮作用被还原为氨（NH3）或者其他有机氮化物。
自然界中固氮方式分为生物固氮和非生物固氮两种，其中固氮大多以生物固氮方
式进行，非生物固氮只占很小比例。生物固氮主要由固氮微生物完成，主要包括
束毛藻属（Trichodesmium）的细菌[2]和甲烷杆菌纲（Methanobacteria）、甲烷球
菌纲（Methanococci）、甲烷微菌纲（Methanomicrobia）的一些古菌[3]。 
自然界中的硝化过程分为氨氧化和亚硝酸盐氧化两个步骤。这两个步骤都由
硝化微生物完成。硝化作用的第一步就是氨氧化，也叫亚硝化，即由还原态的无
机氮（NH3）转化为氧化态的无机氮（NO2-），催化这步反应的硝化微生物主要
是氨氧化细菌（AOB）和氨氧化古菌（AOA）。氨氧化反应是硝化过程进行的
第一步，也是其关键步骤，在自然界的氮循环中发挥着重要作用。硝化反应的第
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二步即亚硝酸盐氧化，也叫硝化，即亚硝酸盐被氧化为硝酸盐，参与这步反应的
硝化微生物主要有Nitrobacter、 Nitrospina、 Nitrococcus、 Nitrospira、 Candidatus 
Nitrotoga和 Nitrolancetus这 6个属的细菌[4]。 
反硝化过程则是指亚硝酸盐或硝酸盐的还原过程，在低氧条件下，反硝化细
菌将氧化态氮（NO2-和NO3-）还原成分子态氮（N2或NO或N2O）的过程。反硝
化过程也叫脱氮过程，可以阻止环境中氧化态氮（NO2-和NO3-）的过度积累，
在稳定生态系统和修复环境污染方面起着重要作用[5]。目前为止，具有反硝化能
力的微生物在自然界中分布广泛，包括 60个属以上的细菌、古菌以及部分真核
生物[6]。 
在缺氧条件下，微生物将亚硝酸盐和氨转化为氮气的过程叫做厌氧氨氧化。
厌氧氨氧化反应由自养型的厌氧氨氧化细菌完成，这类细菌以亚硝酸盐为电子受
体，氨为电子供体，最终生成氮气。厌氧氨氧化菌在污水处理方面起着重要作用。
厌氧氨氧化菌广泛分布在淡水和海洋等生态系统中，目前在污水处理系统中发现
的厌氧氨氧化菌属于Candidatus Brocadia、Candidatus Jettenia、Candidatus 
Anammoxoglobus、Candidatus Kuenenia、Candidatus Anammoximicrobium moscowii 
这 5个属，在海洋次氧化层中发现的厌氧氨氧化菌属于 Candidatus Scalindua属[7]。 
微生物将有机氮化物分解产生氨的过程叫做氨化过程，其在生物体内被分为
两个阶段，首先微生物将蛋白质、核酸等复杂的有机氮转化为氨基酸、多肽等简
单有机氮化物，然后通过脱氨基作用将简单有机氮最后转化为氨。参与这一过程
的微生物在自然界中种类繁多，主要包括Bacillussubtilis、 Bacillusmycoides、
Bacillusputrificus等芽孢杆菌[8]。 
氨同化过程则指微生物将氨氮转化为含氮有机物供自身生长的过程。这一过
程将无机氮转变为有机氮，和氨化过程方向正好相反。 
1.2 氨氧化古菌 
根据Carl Woese的三域学说[9]，现代生物基本可分为细菌、古菌、真核生物
这三大领域。古菌属于原核生物，细胞体内没有细胞核和任何与其他膜结合的细
胞器，这点和细菌类似；古菌体内存在重复序列和核小体，这点和真核生物又相
似。根据 16S rRNA序列，古菌域可进一步分类为泉古菌门，广古菌门，初古菌
门和纳古菌门。古菌在自然界的微生物中占有相当大的比例，广泛分布于土壤、
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湖泊、海洋、热泉以及沉积物等环境中。古菌占海洋生态系统中原核生物的 1/3，
海洋中的古菌大部分属于泉古菌门，小部分为广古菌门[10]。古菌在全球的生物
地球化学循环中起着重要作用，同时影响着大气中温室气体的排放[1]。目前国内
少有关于古菌代谢机制和生长特性的研究，国外一些研究也没有得出确切的结论，
且由于实验技术限制，古菌纯培养物的获得仍是目前的一个难题[11]。 
氨氧化古菌(AOA)是指具有氨氧化功能的一类古菌，它属于泉古菌门，可将
NH3氧化成NO2—  来获得细胞能量，同时可以固定CO2，进行化能无机自养生长。
AOA对环境的耐受能力强，在高盐、低氧、低pH、低基质等极端环境中是氨氧
化的优势微生物类群[12]。 
1.2.1 氨氧化古菌的发现 
AOA的研究可追溯到 1989年，当时研究发现，除了AOB，在海洋的氨氧化
反应中，还有未知的微生物同时参与。2004 年，Venter 等人在马尾藻海域采用
鸟枪法对海水微生物进行宏基因组测序，发现了泉古菌的DNA序列中也存在
amoA基因，amoA基因是之前判断细菌是否具有氨氧化能力的指示基因，该基因
能控制合成参与氨氧化重要的酶即氨单加氧酶(AMO)，于是Venter等人认为海洋
中的泉古菌可能具有氨氧化能力[13]。2005年， Treusch等人发现土壤泉古菌的基
因组中存在AMO三个亚基的编码基因(即amoA、amoB、amoC)，通过进一步研究，
发现随着氨氮浓度的增加，这三个基因的转录水平均会随之提高[14]，这说明了
土壤中的泉古菌也同样存在氨氧化能力。同年Konneke等人从西雅图的水族馆中
成功分离出第一株海洋氨氧化古菌，将其命名为Nitrosopumilus maritimus 
SCM1[15]，该菌能以铵态氮作为唯一的氮源和能源，CO2作为碳源，好氧条件下
化能无机自养生长，这就从生理代谢层面有力的证明了古菌也具有氨氧化能力。
从此以后，具有氨氧化功能的古菌就被正式称为氨氧化古菌。 
近年来，陆续成功富集或分离了不少AOA菌株，并对其中一些菌株进行了
全基因组测序，测序结果发现，虽然在系统发育学上部分 AOA菌株划分为泉古
菌门，但其生理特性则与传统意义上的泉古菌又有所不同，具体表现为适应于常
温环境下生长，属于非嗜热菌[16]。Brochier等人将这类泉古菌在系统发育学上重
新进行了划分，将其归属于一个新的门即奇古菌门（Thaumarchaeota）[16]。因此，
古菌在门分类上被进一步划分为泉古菌门、广古菌门和奇古菌门，在 AOA 研
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究中这一划分方式目前被普遍认可[17,18]。2010年 Spang 等人发现Nitrosopumilus 
maritimus、Nitrosocaldus yellowstonii和 Nitrososphaera gargensis 这三个 AOA 
菌株在基因组序列、特定基因表达、细胞膜的磷脂组成等多项特征上均不同于传
统意义上的泉古菌，这一发现支持了奇古菌门的划分[19]；除此以外，还发现了
在系统发育学上这三个 AOA菌株可以划分成两个进化枝，分别可以代表古菌 
group I.1a 和 group I.1b，这为进一步理解奇古菌门内不同的层次进化关系奠定
了基础[19]。Pester根据古菌的amoA基因序列发现 AOA 可分为 5 个进化簇[20]，
如图 1-1 所示。Nitrosopumilus maritimus和泉古菌group I.1a之间基于 16S rRNA
的系统发育关系如图 1-2所示。 
 
 
图 1-2  基于古菌amoA基因序列构建的具有五个进化簇的AOA系统发育树[20] 
Fig. 1-2  Consensus tree illustrating the five major clusters of archaeal amoA[20] 
 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
Degree papers are in the “Xiamen University Electronic Theses and Dissertations Database”. Full
texts are available in the following ways: 
1. If your library is a CALIS member libraries, please log on http://etd.calis.edu.cn/ and submit
requests online, or consult the interlibrary loan department in your library. 
2. For users of non-CALIS member libraries, please mail to etd@xmu.edu.cn for delivery details.
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
